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Acidic fibroblast growth fhctor promotes hepatic diffbrentiation o
monkeyembryonicstemcells．
（サルES細胞の肝細胞への分化におけるaFGFの効果）
（研究の目的）肝臓移植は、致死的な肝臓疾患に対する唯一の治療方法である。しかしなが
ら、ほとんどの患者がドナーの数が足りないためにこの治療を受けることができない。この
臓器移植に替わる治療法として幹細胞を利用した細胞移植医療の有用性が報告されており、
骨髄細胞、臍帯血細胞、などがその材料として使われている。その中でもembryonic stem
（ES）細胞は、多分化能と無限増殖能を有するために、非常に有用な材料と考えられる。マウ
スES細胞においては、様々な研究がなされ、多くの機能細胞に分化できることが報告され
てきた。しかし最近、ヒトES細胞が樹立され、培養条件、形態、表面抗原の発現などがマ
ウスES細胞と異なることが明らかになってきた。一方、同じ霊長類に属するサルES細胞は、
これらの特性が、ヒトES細胞と類似しているため、ヒトES細胞の非常に良いモデルになる
と考えられる。そこで、我々は、滋賀医科大学動物生命科学研究センターで樹立されたカニ
クイザルES細胞株（CMK6）を用い、肝細胞への分化に有効とされているgrowthfhctorの
中のacidicfibroblastgrowthfhctor（aFGF）に注目し、サルES細胞の肝細胞への分化にお
ける効果を検討した。
（方法）サルES細胞（CMK6）を、未分化状態を保ちながら継代し増殖させた。十分な細胞数
に増殖させた後、hangingdrop法を用いてembryoidbody（EB）を作製し、分化を誘導した。
次に、コラーゲン処理したdishへ移し、aFGFを添加した培養液を用いて4週間培養した。
経時的（1，2，3、4週）にRNAを抽出し、reVerSetranSCriptase－POlymerasechainreaction
（RT・PCR）法により、肝細胞特異的遺伝子の発現を調べた。また、免疫細胞化学染色法を用い
てアルブミン蛋白の発現を確認した。さらに、細胞移植医療への応用を考え、in vivo移植
実験を行った。すなわち分化させたサルES細胞を、50％肝切除を行い肝再生を促した
BALB／Caマウスの牌臓に移植した。4週間後、固定した肝臓を摘出し、移植細胞の生着およ
びアルブミン蛋白の発現を調べた。
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字
程度でタイプ等で印字すること。
2．士印の欄には記入しないこと。
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（結果）未分化状態のサルES細胞は、明確な核小体と大きな核を持つES細胞特有の形態を
示したが、マウスES細胞と異なり平坦なコロニーを形成した。分化させるとaFGFの存在
にかかわらず2週間目より初期肝細胞マーカーである　hepatocyte nucleal・factol・3β
（HNFr3β），alpharlantitrypsin（AAT）のmRNAの発現がみられた。aFGFの存在下で分化
を行うと3週間目に、初期肝細胞マーカーであるalpha－fbtoprotein（AFP）、tranSthyretin
（TTR），albumin（ALB）のmRNAの発現がみられた。成熟肝細胞マーカーであるtyrosine
aminotl・anSfel・ase（TAT）のmRNAの発現はみられなかったが、免疫細胞化学染色法にて
ALB蛋白の発現が確認できた。一方、aFGFの非存在下で分化させた細胞では、AFP，TTR，
ALBのmRNAの発現は見られなかった。また、マウスへの細胞移植実験実験の結果、aFGF
の存在下で分化させた細胞は、移植したマウスの肝臓内に生着し、サルES細胞由来のALB
蛋白の発現が確認できた。
（考察）本研究を進めるにあたって、サルES細胞はマウスES細胞に比べ未分化状態を維持
することが難しく、しかも増殖に約3倍の期間を要し、継代はsinglecellではなくcolonyで
行う必要があり、かつ培養液を頻回に（1日2回以上）交換するなど、サルES細胞特有の維
持方法を確立した。さらに常に安定したES細胞を確保するために凍結・融解方法も確立し、
安定したサルES細胞を確保した。これらのサルES細胞を用いて、EBからaFGFを用い
て分化誘導を行ったところ、肝細胞特異的遺伝子の発現がみられたことから、サルES細胞
（CMK6）の肝細胞への分化誘導においてaFGFが有効であることを示唆した。本研究におい
てサルES細胞の肝細胞への分化にはマウスES細胞の2倍以上の期間を必要としたこと、
また正常な発生過程において成熟肝細胞は妊娠後期に現れてくることから、マウスに比べ妊
娠期間の長い（約160日）サルにおいては、ES細胞の成熟肝細胞への分化は長期培養が必要
となる可能性があると考えられた。さらにinvltroで分化させた細胞のマウスへの移植実験
の結果、移植細胞はマウスの肝臓に生着し、サル細胞由来のアルブミンの発現がみられたこ
とより、サルES細胞の細胞移植医療モデルとしての可能性を見出すことができた。
（結論）カニクイザルES細胞（CMK6）は、aFGFを用い初期肝細胞へ分化誘導できることが
確認できた。また、マウスへの移植実験により、サルES細胞のinvk0での機能発現も確認
できたことから、サルES細胞は細胞移植医療の実用化のため、有用な前臨床試験モデルに
なる可能性が示唆された。
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（学位論文審査の結果の要旨）
肝臓移植治療はドナー不足といった問題がある。これに替わる治療としてES細
胞の利用は、有用と考えられ、サルES細胞はヒトES細胞と類似しているため、
ヒトES細胞治療の良いモデルになると考えられる。サルES細胞は未分化状態
を維持することが比較的難しいため、本研究では最初にサルES細胞特有の維持
保存方法を確立した。次に、肝細胞への分化因子とされるaFGFを用いて分化誘
導を行ったところ、初期肝細胞マーカーの発現がみられ、肝細胞への分化誘導
においてaFGFは有効であると考えられた。分化させた細胞はマウスへの移植実
験の結果、マウスの肝臓に生着しサル由来のアルブミンの発現がみられたこと
より、サルES細胞の細胞移植医療モデルとしての可能性を見出すことができた。
本研究は、サルES細胞が細胞移植医療の実用化のため有用な前臨床試験モデ
ルになる可能性を示したもので、博士（医学）の学位論文として価値のあるも
のと認められる。
（平成／㌢年二L月　7日）
